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La presente invention a pour objet une composition antitumorale comprenant a litre 
5 d'agent therapeutique ou prophylactique un polypeptide immunogene modifie de maniere 
a presenter une localisation cellulaire difFerente de sa localisation native. Elle concerne 
egalement une composition a base de vecteur recombinant exprimant ledit polypeptide. 
Une telle composition |est plus particulierement destinee au traitement ou la prevention 
des lesions associees aux papillomavirus. 
10 li est generalemjent admis que le cancer est une maladie qui resulte d'une perte du 

controle de la multiplication cellulaire. Ses causes peuvent etre multiples et dues 
notamment a un dysfdnctionnement de genes cellulaires (activation par exemple par 
mutation somatique de !genes potentiellement oncogenes ; deregulation de I'expression ; 
inhibition de I'expressioii de genes suppresseurs de tumeurs) ou a I'expression indesirable 
15 de genes viraux. I 

Chez I'homme, les papillomavirus (HPV) sont associes a des pathologies allant de 

, . i 

rinfection benigne de lapeau, aux verrues et aux tumeurs malignes. Parmi les 75 types de 
HPV identifies jusqu'a present, 20 isolats distincts sent hautement specifiques des voies 
genitales et 5 d'entre eux (HPV- 16 et 18 et a un moindre degre les HPV-3 1, 33 et 45) sont 
20 clairement associes au cancer du col de I'uterus et des voies basses. Toute une serie 
d'etudes demontre le role transformant de ces virus, leur integration specifique dans le 
genome des cellules ne|pplasiques, leur activite genique dans les cellules cancereuses et 
I'importance de I'expression de certains genes viraux dans le maintien du phenotype malin 

des cellules neoplasiques HPV positives (Monsenego, J. Impact Medecin, 1 1 mars 1994). 

jl 

D'une maniere generate, les papillomavirus sont des virus a ADN possedant un 

|i 

genome circulaire d'environ 7900 paires de bases entoure par une capside proteique. Un 
certain nombre de types de papillomavirus, notamment bovins (BPV) et humains (HPV) 
ont ete identifies (Pfister, 1987, in The papovaviridae : The Papillomaviruses, edition 
Salzman et Howley, Plenum Press, New York, p 1-38). Leur genome comprend une region 
precoce contenant les cadres de lecture El, E2, E4, E5, E6 et E7 et une region tardive 
codant pour les proteinjes de capside LI et L2. 

Les proteines precoces ont la capacite de Her I'ADN et sont trouvees de maniere 
predominante dans le noyau. Les produits d'expression El et E2 regulent la replication 
virale et I'expression des genes viraux alors que ceux des regions E5, E6 et E7 sont 



35 



2 



impliques dans les processus de transformation oncogenique des cellules infectees. A c et 
egard, il a ete montre experimentalement que la proteine E5 de BPV-1 peut in vitro 
transformer des cellules (Schlegel et al., 1986, {science 233, 464-467).. Le pouvoir 
transformant de E7 a ete demontre pour HPV-16 et HPV-18 (Kanda et al., 1988, J. Virol 
5 62, 610-613 ; Vousden et al., 1988, Oncogene Res. J, 1-9 ; Bedell et al., 1987, J. Virol 
61, 3635-3640) et correle a sa capacite a lier le prbduit du gene du retinoblastome (Rl)) 
(Munger et al., 1989, EMBO I 5, 4099-4105 ; Heck et al., 1992, Proc. NatL Acad. Soi 

I ! 

USA 59, 4442-4446). Par ailleurs, Crook et al. (1991, Cell 67, 547-556) orit montre qiie 

I 

I'antigene E6 de HPV-16 et 18 peut complexer le produit du gene p53, ce qui explique son 
1 0 role predominant dans la transformation cellulaire.f 

Les pathologies associees aux vinjs HPV posent un probleme therapeutique du fiit 
de leur nature persistante et recurrente. Meme si les approches classiques demeurent la 
chirurgie et la chimiotherapie, I'immunotherapie est maintenant envisagee pour! le traitement 

de ces maladies. Le candidat vaccin ideal doit, altitre preventif (immunoprophylaxie ), 

I 

1 5 empecher I'infection de s'etablir durablement et de se propager aux tissus voisins et, a tit 'e 
curatif (immunotherapie), reduire revolution tumorale chez les patientes infectees. On 
propose jusqu'a present d'utiliser les antigenes de capside pour induire la production 
d'anticorps contre les epitopes localises a la surface des particules virales etles protein ^s 

i i 

precoces pour etablir Timmunite cellulaire a I'encontre des cellules infectees aprfs 

20 integration de I'ADN viral. ij 

A cet egard, le brevet europeen EP 0 462 187 decrit une approche therapeutiqite 

par administration de poxvirus exprimant les genes precoces des papillomavirus 

L'approche de vaccination decrite dans WO 93/02184 est basee sur I'utilisation d is 

ji ' 
antigenes de capside a titre d'agents immunogenes et notamment de particules virales vid i% 

25 d'ADN (VLP pour Virus like particles) reconstituees in vitro. La demande frangaise 96 

09584 divulgue une composition associant TeflFet preventif procure par les jolypeptid is 

precoces et I'effet curatif confere par les polypeptides tardifs des papillomavirus. 0 

•I ! 

jusqu'a present, on a mis en oeuvre les proteines virales, eventuellement mutees de manief-e 
a abolir leur activite transformante, mais neanmdins natives du point du 
30 localisation cellulaire. i 

La presente invention se propose d'utiliser des proteines immunogenes dont 
localisation cellulaire a ete modifiee dans le but d'ameliorer leur accessibilite au system 



! 

vue de leiir 



immun de I'hote, afin cl'ameliorer ou stimuler une reponse immunitaire a l*egard de la 
tumeur ou du cancer a trailer, que celle-ci soit specifique ou non specifique et de type 
humoral (production d'anticorps) ou cellulaire (reponse cytotoxique CTL). 

On a maintenant modifie les antigenes nucleaires E6 et E7 de HPV-16 par 
introduction de sequences d'ancrage et de secretion appropriees afin de leur conferer une 
presentation transmembranaire. Le changement de localisation a un efFet benefique sur la 
reponse immune qui se traduit par une activite antitumorale superieure chez les animaux 
traites avec un virus de la vaccine co-exprimant les antigenes E6 et E7 membranaires et 
riL-2 humaine, compare a ceux ayant re<;u un virus equivalent produisant les antigenes 
nucleaires. Le but de la presente invention est de mettre a la disposition du public des 
compositions antitumorales plus efficaces que les compositions de Tart anterieur, pour 
inhiber au moins partiellement I'etablissement ou la progression d*une tumeur ou d'un 
cancer. Une application particulierement utile est le traitement des infections a HPV et plus 
particulierement des pathologies graves telles que le cancer du col de I'uterus. 

C'est pourquoi la presente invention a pour objet une composition antitumorale 
comprenant a titre d'agent therapeutique ou prophylactique un ou plusieurs polypeptide(s) 
immunogene(s), I'un au moins desdits polypeptides etant modifie de maniere a presenter 
une localisation differente de sa Ibcalisation native. 

Au sens de la presente invention, le terme "polypeptide immunogene" designe un 
polypeptide qui ne trouve pas son equivalent dans les cellules normales. Un exemple 

prefere est constitue par un antigene tumeur-specifique. Pour illustrer, on peut citer les 

I, 

antigenes cellulaires dont I'expression survient pendant la periode foeto-embryonnaire et 
regresse a la naissance jusqu'a disparaitre, les antigenes qui s'expriment normalement a un 
tres faible niveau et qui, exprimes a fort niveau, deviennent caracteristiques d'une tumeur, 
les antigenes cellulaires dont la structure ou la conformation est modifiee ou encore les 
antigenes non cellulaires, en particulier viraux derivant d'un virus oncogene. II peut s'agir 
par exemple des produits d'expression des genes BRCA-1 (Miki et al, 1994, Science 226, 
66-71), BRCA-2 (Wooster et al, 1995, Nature 378, 789-792), MUC-1 (Hareuveni et al., 
1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 57, 9498-9502), CEA.., dont certaines mutations ou 
la surexpression sont impliquees dans le developpement cancereux. pour ce qui est des 
antigenes viraux, on peut citer plus particulierement les produits d'expression des genes 
precoces ou tardifs des papillomavirus, EBNA-1 du virus Epstein Barr, les antigenes des 



vims HTLV (Human T Lymphocyte Virus) I et Iljou des virus de I'hepatite B et C. Les 
antigenes specifiques de tumeurs sont largement decrits dans la litterature accessible 

rhomme de I'art j 

II 

La caracteristique essentielle du polypeptide en usage dans la presente invention 
5 est de presenter une localisation difFerente de sa localisation native. Les mecanismes le 
transport et les signaux impliques sont decrits dans les ouvrages de biologie cellulaire (voir 
par exemple Molecular Biology of the Cell, Third Ed. Garland Publishing Inc. NY & 
London). Brievement, la grande majorite des polypeptides est synthetisee sur des 
ribosomes libres dans le cytosol ou ils excercent leiiir activite. Mais, certains polypeptides 

10 ont une destination cellulaire autre, generalement determinee par la presence de signaux 
peptidiques appropries et doivent etre transportes jusqu'a celle-ci. Ainsi, les polypeptides 
destines a etre exportes vers la membrane plasmiqiie ou secretes a I'exterieur de la celli le 
sont synthetises par des ribosomes associes au reticulum endoplasmique (RE) generalement 
sous forme de precurseurs comportant a leur extremite amino-terminale une sequence ie 

1 5 secretion (ou peptide signal) qui initie leur passage dans le RE. Elle est ensuite eliminee par 
une endopeptidase specifique pour donner le polypeptide mature. Une sequence ie 
secretion comporte habituellement 15 a 35 acides amines essentiellement hydrophobes. II 
n'existe pas de sequence consensuelle et il semble eiue ce soit la structure secondaire c ui 
determine la reconnaissance par I'endopeptidase. Neanmoins, le clivage proteolytique a li 5u 

20 le plus souvent apres un residu glycine, serine ou silanine. 

Les proteines membranaires comportent generalement une sequence d'ancrage ie 

il 

nature fortement hydrophobe qui reste insereej dans la membrane plasmique. ;.e 
polypeptide peut etre transmembranaire avec Tune jde ses extremites exposee a I'exterieur 
de la cellule, la sequence d'ancrage traversant la membrane et I'autre extremite du ccte 

25 cytosolique. Dans la plupart des cas, la chaTne polypeptidique imbriquee dans la douMe 
couche lipidique de la membrane a une conformation en helice a (voir par exemj le 
Branden et Tooze, 1991, dans Introduction to Protein Structure p 202-214, NY Gariand). 

Quant a. la localisation nucleaire, elle peut etre conferee par la presence d'ufie 
courte sequence dite de localisation nucleaire (MLS) composee principalement de residus 

30 charges positivement, tels que lysine et arginine.On peut citer a titre d'exemples les signaax 
de translocation nucleaire KRKKRK et RKRRKR presents dans les polypeptides LI et ^2 
de HPV (Zhou et al., 1991, Virology 755, 625-632). Cependant, certains polypeptides 
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excer^ant leur fonction au sein du noyau ne possedent pas de sequence NLS typique. C'est 
le cas des antigenes E6 et E7 de papillomavirus. 

Le polypeptide immunogene compris dans la composition selon I'invention peut 
resulter de I'introduction et/ou la deletion ou de Tinactivation de signaux de localisation 
5 appropries au sein d'uh polypeptide natif, d'un fragment de celui-ci, d'une chimere 
comportant des sequences d'origines difFerentes ou d'un variant (deletion, insertion et/ou 
substitution d'un ou plusieurs acides amines). De maniere plus particuliere, sa sequence en 
acides amines presente un degre de similarite avec tout ou partie de la sequence du 
polypeptide natif dont il est issu superieur a 70 %, avantageusement, superieur a 80 % et, 

10 de preference, superieur a 90 %. Le degre de similarite peut etre aisement calcule a I'aide 
d'un programme ordinateur approprie ou en alignant les sequences de maniere a obtenir le 
degre maximal d'homologie et en comptabilisant le nombre de positions dans lesquelles les 
acides amines des deuxj sequences se retrouvent a I'identique par rapport au nombre total 
de positions. |! 

1 5 L'homme du metier connait les signaux permettant le changement de presentation 

cellulaire d'un polypeptide. Dans le cas oii Ton desire que le polypeptide immunogene soit 

secrete, I'adjonction d'une sequence de secretion a son extremite amino-terminale, 

l[ 

permettra son transport via le RE vers I'exterieur de la cellule bote, L'insertion a lieu de 
preference immediatement en aval du codon initiateur de la traduction. Dans le cadre de 
20 la presente invention, il| peut etre avantageux de muter/deleter tout ou partie des residus 
determinant la localisation native, pour eviter les interferences. Par exemple, si le 
polypeptide natif a une ^destination membranaire, il comporte d'ores et deja une sequence 
de secretion et on prpcedera a la mutation ou deletion de la sequence d'ancrage 

hydrophobe. \ 

I 

25 Avantageusement, une composition selon I'invention comprend un polypeptide 

il 

immunogene ayant naturellement une localisation non membranaire, notamment nucleaire, 
modifie de maniere a presenter une localisation membranaire, de preference, par insertion 

d'une sequence d'ancrage membranaire et, dans le cas ou le polypeptide natif en est 

Ij 

depourvu, d'une sequence de secretion. Le site d'insertion prefere de la sequence de 
30 secretion est I'extremite N-terminale, comme indique precedemment, et celui de la 
sequence d'ancrage membranaire est I'extremite C-terminale, pai- exemple immediatement 
en amont du codon stop, Dans ce contexte, il peut egalement etre avantageux de proceder 
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a la mutation/deletion de tout ou partie des signaux de localisation natifs (par exemile 

sequence NLS) pour ne pas interferer avec la nouvelle localisation. i 

ii I 
Le choix du signal de localisation susceptible d'etre mis en oeuvre dans le cadre de 
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la presente invention est vaste. II peut deriver de tjoute proteine en comportant d' 

eucaryote ou non (virus, parasite, champignon ....) du moment qu*il soit reconnu par 

cellule a traiter. II peut etre naturel ou synthetique, 'heterologue ou homologue vis a vis 

cette demiere. II peut egalement comporter une ou plusieurs modifications par rapport 

signal dent il derive, sous reserve qu'elles n'afFectent pas sa fonction. A titre indicatif, 

preferera avoir recours aux sequences de secretion et/ou d'ancrage membranaire de 

glycoproteine rabique, de la glycoproteine env du .vinis HIV ou de la proteine F du 

de la rougeole. Dans le cas ou la modification du polypeptide immunogene fait intervejiir 

i i 
plusieurs signaux de localisation (par exemple 'sequence de secretion ;et d'; 

membranaire), ceux-ci peuvent avoir une origine qjommune ou differente. j 

Par ailleurs, la modification de la localisation cellulaire peut etre realisee par toi^te 

technique conventionnelle, notamment par mutagenese dirigee, ligation de 

exogenes ou PGR. ! 

Selon un mode de realisation prefere, une composition antitumorale selbn 

I'invention, est destinee a traiter ou prevenir les infections a papillomavirus et,|en particul ier 

le cancer du col de I'uterus. Selon ce mode de realisation, elle comprendlau moins jn 

|l I 
polypeptide immunogene originaire d'une region precoce et/ou tardive d'un papillomavii|us 

, notamment d'un virus a risque tel que HPV-16, ijS, 3 1 , 33 ou encore 45. j 

Conformement aux buts poursuivis par la 'presente invention, on peut mettre 

oeuvre un ou plusieurs polypeptides immunogenes de papillomavirus quels' qu*ils soiefit 

Comme rappele precedemment, leur genome code pour 8 polypeptides, deux polypept 

tardifs LI et L2 composant la capside virale et 6 polypeptides precoces (El', E2, E4, 

E6 et E7) impliques dans la regulation, le maintien du genome viral et la transformation 

cellules infectees. j 

S'agissant d'un polypeptide immunogene de type precoce/ on choi 

avantageusement de mettre en oeuvre un polypeptide derivant de E6 ou de E7, modilfie 

notamment de maniere a presenter une localisation membranaire. Etant donne 

observations rappelees plus haut sur le pouvoir transformant, on a de preference recoilirs 

a un variant non oncogene mute au niveau de la region impliquee dans le processus dc 
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transformation cellulaire. De tels variants sont decrits dans la litterature (Munger et al., 
1989, EMBO J. <?, 4099-4105 ; Crook et al, 1991, Cell 67, 547-556 ; Heck et al., 1992, 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 59, 4442-4446 ; Phelps et al., 1992, J. Virol. 66, 2418-2427). 
Un polypeptide immunogene convenant particulierement aux fins de la presente invention, 
5 est I'antigene E6 de HPV-16 delete des residus 111 a 115 (-M, representant le premier 
acide amine de I'antigene viral natif) et fijsionne aux signaux de secretion et d'ancrage de 
la proteine F du virus de la rougeole (SEQ ID NO: 1). On peut egalement utiliser I'antigene 
E7 de HPV-16 delete des residus 22 a 25 et fiisionne aux sequences d'ancrage et de 
secretion de la glycoproteine rabique (SEQ ID NO: 2). 
10 La composition antitumorale selon Tinvention peut egalement comprendre un 

polypeptide immunogene originaire de la region tardive d'un papillomavirus, derivant de 
LI ou L2. 

Bien entendu, la composition antitumorale selon Tinvention peut comprendre 
plusieurs polypeptides immunogenes, ddnt I'un au moins presente une localisation cellulaire 
1 5 differente de sa localisation native. On peut citer pour illustrer une composition associant 
plusieurs polypeptides derives de papillomavirus, ceux-ci pouvant avoir une origine 
commune ou differente (par exemple HPV-16 et 18 dans le but d'elargir le spectre 
d'action). Une composition combinant plusieurs polypeptides d'origine precoce permettra 
d'ameliorer I'efFet therapeutique. La combinaison des polypeptides derives de LI et L2 
20 pourrait avoir un efFet benefique sur les proprietes preventives de la composition. Enfin, 
' une composition qui convient tout particulierement aux buts poursuivis par la presente 
I invention comprend au moins un polypeptide precoce et au moins un polypeptide tardif de 
papillomavirus afin de combiner I'eflFet preventif et curatif. Selon un mode prefere, I'un au 
moins des polypeptides immunogenes d'origine precoce est modifie de maniere a presenter 
25 une localisation membranaire par adjonction de sequences de secretion et d'ancrage telles 
que celles citees auparavant. 

A cet egard, une composition preferee selon I'invention comprend : 
(1) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 
a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, 
30 (2) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 

a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 
(3) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 
a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ED NO: 1 et un polypeptide 
immunogene ayant une sequence homologue ou identique a tout ou partie 
35 de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 
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(4) un polypeptide imtnunogene ayant una sequence homologue ou identic ue 
a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomaviais et/ou Lin 
polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 
a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou |un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, bu 

(6) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 

a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptide 

Ii 

immunogene ayant une sequence homologue ou identique a tout ou partie 



NO: 2, un polypeptide immunogene 
papillomavirus et/ou un polypeptide 



: comprenc re 



I'augmeni er 



es 



Far 



repor se 



de celle montree dans la SEQ ID. 

derivant de la proteine LI d'un j 

immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus 
Avantageusement, une composition antituniorale selon I'invention peut 
en outre au moins un compose ameliorant son efFet antitumoral, dans le but d' 
I'intensite de la reponse immunitaire specifiqueni'ent ou non. Outre les adjuvants, 
immunostimulateurs representent des composes particulierement preferes. 
"immunostimulateur", on entend un compose ayant la capacite de renforcer une 
immunitaire humorale afin d'amplifier la production d'anticorps diriges contre 
polypeptide immunogene ou a mediation cellulaire, afin de declencher une 
cytotoxique significative a Tencontre des cellules tumorales. A titre indicallif, 
I'immunostimulation peut etre evaluee en modele animal par comparaison du taux de re 
dans un animal auquel on a grefFe une tumeur exprimant le polypeptide immunogene, 
en presence et en absence de I'immunostimulateur. D'une maniere plus generale, les 
pour mettre en evidence une immunostimulation sljont indiques dans Roitt (Immtii 
4th edition, Moby Ltd). Un des avantages d'une jitelle composition est qu'elle combihe 
I'immunite specifique induite par le polypeptide immunogene et I'immunite aspecifiq 
induite par la molecule immunostimulatrice. 

Dans le cadre de la presente invention, on peut utiliser un immunostimulateur na 
notamment d'origine humaine, une partie de celui-ci, une chimere provenant de la fiisi Dn 
de sequences d'origines diverses ou encore un mutant, a la condition toutefois de consener 
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la fonction immunostimulatrice, Parmi toutes les molecules envisageables, on preferera 
mettre en oeuvre un immunostimulateur choisi parmi rinterleukine-2, I'interleukine-?, 
rinterleukine-12 et les molecules de co-adhesion B7,l et B7.2. On indique que 
rinterleukine-2 et la molecule B7. 1 sont particulierement preferees. 

5 D'une maniere generale, les polypeptides immunogenes et immunostimulateurs 

i| 

peuvent etre produits par les methodes conventionnelles de synthese chimique ou bien par 

If 

les techniques de I'ADN recombinant (voir par exemple Maniatis et al., 1989. Laboratory 
Manual, Cold Spring; Harbor, Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY). Plus 
particulierement, un precede de preparation comprend I'acte de cultiver une cellule 
1 0 transformee par un fragment d'ADN codant pour le polypeptide en question pour generer 
une cellule productrice; et I'acte de recoher ledit polypeptide a partir de la culture. La 
cellule productrice peut, etre d'une origine quelconque et sans limitation, une bacterie, une 

levure ou bien une celliile de mammifere, dans la mesure ou le fragment d'ADN considere 

li 

est soit integre dans son genome soit integre dans un vecteur d'expression approprie. Bien 

i 

15 entendu, le fragment d'ADN est place sous le controle de signaux de transcription et de 

i! 

traduction permettant spn expression dans la cellule productrice. Vecteurs d'expression et 
; signaux de controle soht connus de I'honune du metier. 

La presente invention vise egalement une composition antitumorale comprenant a 

' . .1' 

; titre d'agent therapeutiqiie ou prophylactique au moins un vecteur recombinant comprenant 
20 les sequences codant pour un ou plusieurs polypeptides immunogenes. Tun au moins 
j desdits polypeptides etant modifie de maniere a presenter une localisation difFerente de sa 
[ localisation native et, eyentuellement, pour un compose ameliorant Teflfet antitumoral. Ce 
! type de composition presente I'avantage d'une production bon marche et d'une grande 
stabilite dans des conditions d'environnement varices. En particulier, les conditions de 
25 conservation sont moins contraignantes. Les polypeptides ont les caracteristiques telles que 
I definies ci-avant. j 

! Les sequences 1 codant pour le polypeptide immunogene ou ameliorant I'efFet 

\ antitumoral peuvent etrp obtenues par clonage, par PCR (Polymerase Chain Reaction) ou 
j par synthese chimique selon les techniques conventionnelles communement en usage et a 
30 j partir des donnees de la litterature. Pour ce qui est du mode de realisation prefere, les 
\ sequences codant pourjles polypeptides de papillomavirus peuvent etre isolees a partir de 
cellules papillomavirus positives obtenues de patients ou de collections. L'insertion des 
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signaux de localisation appropries peut etre realisee par les techniques! de biologic 
moleculaire. Les sequences codant pour rimmunostimulateur peuvent etre donees a pan ir 
de I'ADN cellulaire ou des AKN messagers d'une cellule dans laquelle il Jest exprim 
L'homme du metier est capable de generer les sondes ou amorces appropriee's a partir d ^s 
donnees publiees. On indique que la sequence nucleotidique des genome HPy-16 et 18 est 
divulguee dans Genebank aux numeros d'accession K02718 et X05015 respect ivement. La 
sequence du gene humain IL-2 est decrite dans le brevet fran^ais 85 09480 et dans 
Taniguchi et al. (1983, Nature 502, 305-311) et celle codant pour I'antigene B7.1 dans 
Freeman et al., 1989, J. of Immunology 143, H\A^[11T2). \ 

Un vecteur utilisable dans le cadre de I'invention peut etre plasmidique ou vin 1, 
derive notamment d'un poxvirus, d'un adenovirus, d'un retrovirus, d'un virus de I'heqpes c u 
d'un virus associe a I'adenovirus. Avantageusement, il s'agira d'un vecteur rion-integrai if 
et d'une virulence attenuee. De tels vecteurs ainsi que leurs techniques de preparation sojit 
connus de l'homme de I'art. I 

Dans le cas ou Ton met en oeuvre un vecteur adenoviral, on aura d|e preference 
recours a un vecteur non replicatif par deletion de regions essentielles a la replication e|t 
notamment, de la majorite de la region El afin d'eviter sa propagation au sein c e 
I'organisme bote ou I'environnement. II va de soi que Ton peut modifier ou deleter d'autriis 

regions du genome adenoviral, dans la mesure ou les fonctions essentielles defectives so it 

II ! 

complementees en trans. Un vecteur adenoviral prefere selon I'invention 'retiendra du 

tl I 

minimum les sequences essentielles a I'encapsidatiori, a savoir les ITRs (Inverted Terminal 

Repeat) 5' et 3' et la region d'encapsidation. Les differents vecteurs adenoviraux ainsi que 
leurs techniques de preparation sont conventionnels et sont decrits dans Graham et Prevect 
(1991, xnMethods in Molecular Biology, vol 7, p 109-128 ; Ed : E.J. Murey- TheHumin 
Press Inc.) et dans la demande intemationale WO 94/28152. S'il s'agit d'un retrovirus, (t>n 
conserve les LTRs (Long Terminal Repeat) et les sequences d'encapsidation (voir pfir 
exemple Naviaux et Venma, 1992, Current Opinion in Biotechnology 5, 540-547). 

Selon un mode de realisation avantageux, un vecteur recombinant selon I'inventicbn 
derive d'un poxvirus et, notamment, d'un poxvirus aviaire, tel que le poxvirus du cana i 
d'un fowlpox ou d'un virus de la vaccine, ce dernier etant prefere. Parmi tous les virus pe 
la vaccine envisageables dans le cadre de la presente invention, on choisit de preference lies 
souches Copenhague, Wyeth et Ankara modifiee (MVA pour Modified Vaccinia Viru;; 
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Ankara). Les conditions generales d'obtention d'un viais de la vaccine capable d'exprimer 
un gene heterologue sont enseignees dans le brevet europeen EP 83 286 et la demande EP 
206 920. Quant au virus MVA, il est plus particulierement decrit dans Mayr et al. (1975, 
Infection i, 6-14) et Sutter et Moss (1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10847-10851). 

Bien entendu, dans le cadre de la presente invention, les sequences codant pour le 
polypeptide immunogene ou ameliorant I'efFet antitumoral sont placees sous le controle des 
elements necessaires a leur expression dans une cellule ou un organisme bote. Ceux-ci 
incluent les elements de regulation de la' transcription ainsi que des signaux d'initiation et 
de terminaison de la traduction. Parmi eux, le promoteur revet une importance particuliere. 
D'une fa?on generale, on aura recours a un promoteur fonctionnel dans Torganisme ou la 
cellule bote que Ton veut traiter et adapte au vecteur employe. En outre, il peut etre 
modifie de maniere a contenir des sequences regulatrices, par exemple un element 
activateur de la transcription ou des sequences repondant a certains signaux cellulaires. A 
cet egard, il peut etre avantageux d'utiliser un promoteur tissu-specifique puisque les 
lesions associees aux papillomavirus sont localisees au niveau des voies genitales ou un 
promoteur repondant a des signaux specifiquement tumoraux (par exemple active en 
presence de facteurs de croissance generalement surexprimes par les cellules tumorales) 
afm de limiterTexpression aux seules cellules tumorales. 

Parmi les promoteurs envisageables dans le cadre de I'invention, on peut citer les 
promoteurs S V40 (Virus Simian 40), HMG (Hydroxy-Methyl-Glutaryl-coenzyme A), TK 
(Thymidine Kinase), CMV (cytomegalovirus), RSV (Rous Sarcoma Virus), MLP (Major 
Late Promoter) adaptes au vecteur adenoviraux et le LTR du Mo-MLV (Moloney Murine 
Leukemia Virus) plus specifiques des vecteurs retroviraux. S'agissant d'un vecteur poxviral, 
on aura de preference recours au promoteur 7,5K, H5R, TK ou encore KIL du virus de 
la vaccine, Les promoteurs en question sont decrits dans la litterature et peuvent etre 
clones a partir du genome cellulaire ou viral par les techniques classiques. 

Par ailleurs, les elements necessaires a I'expression peuvent egalement comporter 
des sequences ameliorant I'expression ou le maintien dans la cellule bote (intron, sequence 
tenminatrice de la transcription, site d'initiation de la traduction....). Cependant, dans le cas 
d'un vecteur poxviral, on evitera I'emploi d'introns. 

Une composition selon I'invention peut comprendre un seul ou plusieurs vecteurs 
recombinants exprimant les sequences correspondant aux polypeptides choisis places, sous 
le controle d'elements independants ou communs. Selon cetle demiere option, on peut 
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avoir recours a des sequences permettant d'initier la traduction de maniere interne (ERES) 
ou a des fusions en phase des difFerents genes. ! 

Les conditions generales d'obtention d'un vecteur recombinant en usage dans la 
presente invention sont largement decrits dans I'etat de la technique. S'agissant d'un vecte ir 
5 poxviral, on peut se referer au brevet europeen EP 83 286 dont le contenu est ici incorpo re 
par reference. Ces conditions sont applicables aux autres virus acceptables comme vecte jr 
qui possedent une region genomique non essentielle dans laquelle les blocs d'expressicm 
peuvent etre incorpores. Bien entendu, ils peuvent etre inseres dans le meme locus ou iin 
locus different. A titre indicatif, lorsque Ton utilise un vecteur poxviral de la souclie 

10 Copenhague, le site d'insertion prefere est le locus TK, ce qui a pour eflfet d'inactiver celt i- 
ci et ainsi faciliter la selection des recombinants. On|peut egalement utiliser le locus Kl^. 
Pour ce qui est d'un vecteur derive de la souche MVA, I'insertion des sequences 
recombinantes (immunogenes et immunostimulatrices) peut etre realisee au sein de Tune 
au moins des excisions I a VI et, notamment II ou III (Meyer et al., 1 991, J. Gen. Vircl 

15 72, 1031-1038 ; Sutter et al., 1994, Vaccine 72, 1032-1040), 

Conformement aux buts poursuivis par jjla presente invention, un vecte ar 
recombinant peut en outre comprendre un bloc d'expression d'un gene marqueur de 
selection afin de faciliter les etapes d'isolement et de|purification du virus recombinant. On 
peut citer notamment le gene neo conferant la resistance a I'antibiotique G418, le gene pac 

20 de resistance a la puromycine, le gene TK du virus de Therpes simplex de type 1 (HSV- 1) 
qui confere la sensibilite a certains analogues de nucleosides tels que le ganciclovir ou 
I'acyclovir, les genes bacteriens lacZ codant pour la (J-galactosidase eigiisA codant po jr 
la p-glucuronidase. Ces deux demiers marqueurs enzymatiques permettent de reperer hs 
virus recombinants par coloration en presence des substrats X-Gal (5-bromo-4-chloro-3- 

25 indolyl-P-D-galactopyranoside) et XglcA (5-bromo|t6-chloro-3-indolyl-|3-D-glucoronide) 
respectivement. jj 

Une composition antitumorale preferee est destinee au traitement ou la prevention 
d'une infection ou tumeur a papillomavirus, compreind au moins un virus de la vaccine ie 
la souche Copenhague ou MVA dans lequel sont inserees : 

30 (1 ) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequen ce 

homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ '. D 
NO: 1, 

(2) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ T> 
35 NO: 2, 
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(3) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1 et pour un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue 
ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 
5 (4) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 

homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1, ;un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
papilloniavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la proteine 
L2 d'un papillomavirus, 

1 0 (5) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 

•I 

homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 2, un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
papillonjavirus et/ou un polypeptide immunogene derivant de la proteine 
L2 d'un papillomavirus, ou 
1 5 (6) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 

homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: I, ilin polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ED NO: 2, un 

polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavirus 

j| 

20 et/ou un polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'un 

)' 

papillomavirus. 

Ladite composition peut egalement comprendre les sequences codant pour un 

(I 

immunostimulateur de preference choisi parmi L'IL-2 ou B7.1. II peut etre porte par I'un 

i 

des vecteurs recombinants permettant I'expression du ou des genes immunogenes ou par 
25 un vecteur independant' 

Une composition selon invention peut etre preparee selon les procedes connus 

dans le domaine des vaccins et les doses applicables peuvent varier dans une large gamme. 

Elles sont fonctions not'amment des polypeptides et du vecteur employes, de la pathologie 

a traiter, de I'etat du patient et d'autres parametres qui peuvent etre evalues par le clinicien. 
30 Cependant, en general, la dose de virus sera de 10^ a 10^^, avantageusement de 10^ a 10*" 

7 10 

et, de preference de ;10 a 10 unites formant des plages (ufp) lorsque I'agent 

therapeutique est un vecteur viral et de 0,05 a 500 mg, avantageusement de 0,5 a 200 mg 

ij 

et, de preference de 1 a| 100 mg lorsque I'agent therapeutique est d'origine polypeptidique. 
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Une composition selon Tinvention peut etre administree selon n'importe quelle voie 
conventionnelle d'administration, en particulier par voie intramusculaire, intraveineu!;e 
intrapulmonaire, sous-cutanee ou sous-epitheliale pu bien par scarification.' Dans le c as 
d'une tumeur accessible, il est egalement possible dfe recourir a une injection'directe dafns 
le site ou a proximite de la tumeur ou a une application topicale. A titre de vaccin, ulne 
composition selon {'invention peut etre administree! selon les pratiques courantes dans le 
domaine, par exemple en dose unique ou repetee line ou plusieurs fois apres un certain 



ue 



delai d*intervalle. Par contre dans le cadre d'un traitement curatif, elle peut etre administilee 
fi-equemment pendant une periode sufFisante pour que le traitement soit efficace. Lorsqi 
I'agent therapeutique est un vecteur viral, le virus est de preference sous forme vivante 
S'agissant d'un vecteur poxviral, on preferera employer une souche attenuee comme 
souche MVA ou la souche Copenhague thymidine kinase negative. Enfin un vecteur 
recombinant peut etre attenue par un traitement chimique approprie connu de Thomme 



la 
■al 



viral 



tue. 



metier, Toutefois, on peut aussi envisager d'injecter un vecteur recombinant 

'j 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere,| une composition antitumorale sel 
I'invention comprend une quantite therapeutiquement efficace de Tagent therapeutique 
association avec un support acceptable d'un point d'e vue pharmaceutique. Le support 
choisi de maniere a permettre son administration par! injection a Thomme ou a jranimal 
peut egalement comprendre un vehicule, un diluant'et/ou un adjuvant et se presenter 
forme liquide ou lyophilisee. [ 

La presente invention conceme egalenient I'utilisation d'une |compositi 
antitumorale selon I'invention, pour la preparation d'un medicament pour le traitement 
la prevention du cancer ou de tumeurs et, en particulier du cancer du col de I'uterus, d' 
dysplasie du col de bas grade ou d'une infection a papillomavirus. ! 

Enfin, la presente invention a egalement trait a une methode de traitement ou 
prevention des pathologies citees ci-dessus, selon laquelle on administre a un individu 
besoin d'un tel traitement une quantite efficace d'iin point de vue pharmaceutique d 
polypeptide ou d'un vecteur recombinant en usage dans la presente invention. 
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EXEMPLES 

La presente invention est plus completement decrite, sans pour autant etre limit ee, 
a I'aide des exemples suivants. 
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Les constructions decrites ci-dessous sont realisees selon les techniques generales 
de genie genetique et de clonage moleculaire, detaillees dans Maniatis et al., (1989, supra) 
ou selon les recommandations du fabricant lorsqu'on utilise un kit commercial. La 
mutagenese dirigee in vitro par oligonucleotides synthetiques est effectuee a Taide du kit 
5 distribue par Amersham. Les techniques d*amplification par PGR sont connues de Thomme 
de I'art (voir par exemple PGR Protocols-A guide to methods and applications, 1990, edite 
par Innis, Gelfand, Sninsky et White, Academic Press Inc). S'agissant de la reparation des 
sites de restriction, la technique employee consiste en un remplissage des extremites 5' 
protuberantes a i'aide du grand fragment de I'ADN polymerase I d'£. coli (Klenow). En ce 

10 qui conceme les etapes de clonage, les bacteriophages Ml 3 recombinants sont multiplies 
sur la souche E. coli NM522 (Stratagene) dans un milieu minimum gelose (agar 7,5 %) ou 
dans un milieu riche LBM liquide. Les plasmides recombinants portant le gene de 
resistance a Tampicilline sont repliques dans les souches E. coli C600 (Stratagene), BJ 
5183 (Hanahan, 1983, J. Mol. Biol. 166, 557-580) et NM522 sur milieu gelose ou liquide 

1 5 supplemente de 100 |ig/ml d'antibiotique. On utilise preferentiellement la souche BJ5 1 83 
lorsque le clonage est eflfectue par recombinaison homologue (Bubeck et al., 1993, Nucleic 
Acid Res. 27,3601-3602). 

La construction des virus de la vaccine recombinants est effectuee selon la 
technologic classique dans le domaine divulguee dans les documents deja cites et dans 

20 Mackett et al., (1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79, 7415-7419) et Mackett et al. (1984, 
J. Virol, 49, 857-864). ] 

EXEMPLE 1 : Gonstruction des vecteurs portant les sequences codant pour les 

mutants non oncogenes de E6 et E7 de HPV-16 munis de signaux 
25 de localisation transmeriibranaire. 

Les genes E6 et E7 sont isoles a partir de la lignee cellulaire Gaski comme decrit 
aux exemples 2 et 3 du brevet europeen EP 0 462 187. Deux constructions ont ete derivees 
du clone M13E7/E6 contenant les genes E6 et E7 du HPV-16 afm de faciliter les etapes 
30 ulterieures de clonage. La premiere designee M13TG8188 resuke de I'introduction par 
mutagenese dirigee de sites Pstl et BamUl respectivement en amont et en aval du gene E7 
et la seconde, M13TG8189 comporte un sitePM en amont du gene E6. L'introduction de 
mutations ponctuelles en amont d'un ATG initiateur et en aval d'un codon stop sont a la 
portee de Thomme de I'art, 
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^association de la proteine E7 de HPy-16 avec le produit du gene de 
retinoblastoma a ete demontree par divers auteurs (voir par exemple Munger et al., 
EMBO J. 8, 4099-4105) et correlee a son pouvoir transformant. Pour des raisons evident|es 
de securite, on genere un mutant non oncogene delete des codons 21 a 26 de la proteijie 
E7 native impliques dans la fonction de transformation, par mutagenese dirigee du vectear 
M13TG8188 a I'aide de I'oligonucleotide oTG5118 (SEQ ID NO: 3). On obtielit 
M13TG9104 portant le gene E7 mute, designe ci-apres E7*. 

Les signaux de secretion et d'ancrage de lajglycoproteine rabique sont isoles 

gene de la glycoproteine rabique insere sous formejd'un fragment BgUl dans le pBR3; 

(pTG150 decrit dans le brevet fran9ais 83 15716) et sous clone en vecteur M 

(M13TG177). On introduit entre ces signaux un site BamlH en phase avec ces demiers 

mutanenese dirigee a I'aide de roligonucleotidej oTG5745 (SEQ ID NO: 4). 

construction resultante est denommee M13TG9128. Les sequences de secretion 

d'ancrage sont ensuite isolees du M13TG9128 par digestion Psil et inserees en 3' 

!l ' 
promoteur natural du virus de la vaccine p7.5 dans le vecteur pTG5003 linearise par Ps 

1; ^ 1 

pour donner pTG5016, A titre indicatif, pTG5003 derive du pTGl86poly (decrit dans 
brevet francjais 2 583 429) par digestion Sail, traitement par le fragment Klenow, 
digestion par Smal et religation, de sorte qu'il ne contient plus dans son polylinker que 
sites Pstl et EcdRl a I'exclusion de tout autre. Le vecteur M13TG9104 est modifie 

mutag6nese dirigee a I'aide des oligonucleotides oTG6390 et 0TG688O (SEQ ID NO 

1 ' 
et 6) afin de mettre en phase les sequences E7* et les signaux de secretion et d'ancrage 
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la glycoproteine rabique (designees par la suite E7*,TMR). La construction resultante est 

II i 

denommee Ml 3TG91 50. 

De meme, il a ete demontre que la proteine E6 de HPV-16 pouvait interagir avfec 

le produit d'expression du gene suppresseur de tumeur p53 (Crook et al, 1991, Cell 67, 

i ■ 

547-556). Le domaine implique dans cette interaction a clairement ete defini et se sitiie 
entre les residus 1 1 1 a 115 de la proteine native. Le vecteur M13TG9125 est genere par 
mutagenese de M13TG8189 a I'aide de Toligonucleotide oTG5377 (SEQ ID NO: 7), l|.e 
gene E6 ^ 1 11 - 11 5 est designe ci-apres E6 * . ^ 

Les signaux de secretion et d'ancrage de la proteine F du virus de la rougeole sdnt 
isoles par PCR a partir de la construction plasmidique pTG2148 (decrite dans le brevet 
europeen EP 0 305 229) contenant T ADN codant pour la proteine F du virus de la 
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rougeole. La fusion entre ces sequences et celles codant pour E6* est realisee par PGR 
direct : la sequence de secretion est amplifiee a I'aide des oligonucleotides oTG 10829 
portant en 5' un site Xbal (SEQ ID NO: 8) et oTG10830 recouvrant I'extremite 5' de E6 
(SEQ ID NO: 9), les sequences codant pour le mutant E6* sont amplifiees a partir du 
M13TG9125 a Taide des oligonucleotides oTG10835 permettant la fusion avec Textremite 
3' du signal de secretionjde la proteine F (SEQ ID NO: 10) et oTGl0836 permettant la 
fusion avec I'extremite 5' de la sequence d'ancrage de la proteine F (SEQ ID NO: 1 1). 
Pour la sequence d'ancrage, on met en oeuvre les amorces oTG10833 permettant la fiasion 
entre le 3* de E6* et le S'Jde la sequence d'ancrage (SEQ ID NO: 12) et oTG10834 creeant 
en 3' les sites Kpnl et Sphl (SEQ ID NO: 13). Le fragment amplifie portant les sequences 
E6* fijsionnees en N et C terminal respectivement aux sequences de secretion et d'ancrage 
membranaire de la proteine F (designees par la suite E6*TMF) est digere pBiXbal et Sphl 
puis insere aux memes sites dans le vecteur M13TG13 1 (Kieny et al., 1983, Gene 26, 91- 
99). La construction ainsi obtenue est appelee M13TG9199, 



EXEMPLE 2 : Construction du vims recombinant MVATG8042 exprimant les 

antigenes E6 et E7 de localisation transmembranaire et riL-2 
faumaine. 



20 Le virus MYA derive de la souche du virus de la vaccine Ankara. II n'est pas 

capable de generer des;| particules infectieuses sur les cellules de mammiferes mais se 
developpe correctement'sur des fibroblastes embryonnaires de poulet. Son adaptation a ces 
cellules a provoque Texcision de 6 regions non essentielles pour son developpement et son 
cycle infectieux sur ce t>|pe de cellules (disparition d'environ 1 5 % du genome viral ; Meyer 
25 et al., 1991, J. Gen. Viijol. 72, 1031-1038). L'integration de materiel genetique exogene 
peut etre realisee au niveau de I'une quelconque de ces zones d'excision. Dans le cadre de 
, la presente invention, on utilise les excisions II et III localisees au niveau des fragments de 
restriction 7//>/din N et A respectivement (Altenburger et al., 1989, Arch. Virol. 105, 15- 

27). |: 
30 Dans un premier temps, on construit le vecteur pTG6019 permettant I'insertion 

dans la zone d'excision til du virus MVA. Les bras de recombinaison homologue de part 
et d'autre de la zone d'excision III sont isoles par PGR a partir du genome viral (voir brevet 
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10 



15 



30 



americain US 5,185,146) et des amorces oTG7637''et oTG7638 (SEQ ID Nb: 14 et 15) 

pour le bras gauche et oTG7635 et oTG7636 (SEQ! ID NO: 16 et 17) pour le bras droit 

Las fragments amplifies sont clones au site EcoRl du vecteur pTGlE, pour donrer 

pTG6019. Le materiel genetique a transferer est insere entre les deux bras lie 

i- I 
recombinaison. Le vecteur pTGlE est similaire au pTGlH (brevet frangais 2 583 429) rfiis 

a part la presence d*un adaptateur EcoRl a la place -de sites multiples de clonage. 

On insere en premier lieu une cassette d'expression du gene marqueur gus A 

promoteur 7,5K est tout d'abord clone dans le site BamYH. de pTG6019| On obtiejnt 

pTG6021 dans le site BarnHL duquel on insere le':gene gus A genere sous forme d' 

fragment BgHl-BarriHl. Celui-ci peut etre obtenu a partir de la sequence divulguee dans 

la litterature. La construction resultante est deiVonmiee pTG6022. La presence qu 

marqueur va permettre de discriminer les virus sauvages des virus recombinants riar 

detection de I'activite enzymatique GUS par le substrat XglcA. Une coloration rouge reviile 

1 ' 
I'activite P-glucuronidase. Cependant, dans I'optique d'une application clinique, il peut ei 



^e 



utile d'etre en mesure d'eliminer ce marqueur bacterien du produit final apres la selecti 
des virus recombinants. Pour ce faire, on met a profit la capacite de la vaccine a deleter 
sequences comprises entre deux sites homologuesi C'est pourquoi on insere un secohd 
promoteur p7,5K en aval du gene giis A dans une o^rientation sens par rapport a celui c ui 
dirige {'expression de ce dernier. Le vecteur pTG6()25 resulte de I'insertion entre les si es 
20 Bamlll et Sad de pTG6022 d'un fragment p7,5K muni d'extremites cohesives. 

Par ailleurs, I'ADNc codant pour rinterleukine-2 humaine est isolejdu plasmide 
pTG36 (brevet frangais 2 583 770) par digestion Pstl et insere dans le site Psil du plasm de 
pTG186 (brevet frangais 2 583 429), donnant lieu a pTGl88. Le vims obtenu jjiar 
recombinaison homologue est denomme WTG188. Apres digestion BgllUEcdRl, 
25 sequences IL-2 sont inserees en 3' du promoteur riaturel de la vaccine pH5R aux si 



BamWEcoRl du M13TG9132, pour donner M13TG9185. A titre indicatif, le vecteur 

ti ' 
M13TG9132 provient de Tinsertion du promoteur dii gene HSR isole par PGR du genotne 

viral dans le phage M13TG6131, lequel derive deM13TGl31 (Kieny et al., 1983, siip\a) 

•t 

par mutation du site Bglll interne situe en dehors des sites multiples de clonage. 

Les genes HPV-16 et IL-2 sont ensuite clones dans la zone d'excision III du 
genome du MVA. Les sequences E7*TMR sont isolees par digestion BglWHindlU et 
inserees entre les sites BamUi et Hindlll du pTG6025 en 3' du promoteur vaccine p7.5. 
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; La construction resultante est denommee pTG6050. Un site d'insertion de la cassette 
d'expression du gene de riL-2 humaine par recombinaison homologue est cree entre les 
sites Hindlll et Kpnl du pTG6050 par insertion des oligonucleotides oTGl0502 et 
OTG10503 (SEQ ID NO: 18 et 19). Le vecteur genere pTG6074 est ensuite linearise par 
5 digestion HindllVKpnl et la recombinaison homologue avec la cassette d'expression 
pH5R-IL-2 isolee du M13TG9185 par digestion 5^/II/£coRI est realisee. La construction 
resultante pTG6088 est finalement linearisee par Kpnl et mis en ligation avec le gene 
E6*TMF isole du M13TG9199 par digestion KpnVXbal et le promoteur p7.5 isole du 
M13TG9136 par digestion AJaI/Ap«I. La constmction resultante est denommee pTG8042. 

10 Le vecteur M13TG9136 provient de M13TG5107 modifie par mutagenese dirigee a Taide 
des OTG5925 (creation d'un site Pstl en 3' du promoteur p7.5 ; SEQ ID NO: 20) et 
OTG5924 (creation d'un site Bamm et Kpnl en 5' du promoteur p7.5 ; SEQ ID NO: 21). 

Le vims MVATG8042 est genere par recombinaison homologue avec le genome 
MVA selon les regies de Tart. L'isolement des recombinants est facilite par la presence du 

15 gene marqueurg2/A4. 

EXEMPLE 3 : Efficacite in vivo du virus MVATG8042 fimmunotherapieV 

Des souris C57BL6 sont inoculees avec 10^ cellules BMK-16 myc implantees en 
20 voie sous-cutanee. A titre indicatif, la lignee cellulaire derive de cellules de rein de souris 
j nouveau-nees transferees par le genome HPV-16 et le gene c myc murin. 10^ pfu (unites 
formant des plages) de virus MVATG8042 sont ensuite administres egalement en sous- 
cutanee a J3, J6 et J9 et revolution des tumeurs suivie regulierement. Les souris traitees 
present ent un retard de la croissance tumorale jusqu'a J15 par rapport aux controles 
25 constitues par des animaux ayant refu un vims MVA non recombinant. De plus, le 
traitement s'accompagne d'une regression partielle des tumeurs a J30-35 qui n'est pas 
observee lorsqu'on met en oeuvre un MVA equivalent exprimant les mutants E6* et E7* 
de localisation nucleaire native. 

30 EXEMPLE 4 : Constmction du vims recombinant VVTG5095 exprimant I'antigene 

E7* de localisation transmembranaire. 

Les sequences E7*TMR sont isolees du M13TG9150 par digestion 5g/II/BamHI 
et inserees au site BamHl du pTG5016. La constmction resultante, denonmiee pTG5095, 
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contient les sequences E7* flisionnees aux signaux de secretion et d'ancrage de la 
glycoproteine rabique, sous controle du promoteur p7.5. Le virus VVTG5095 est gene re 
par recombinaisdn homologue avec le genome vaccine. 



EXEMPLE 5 



Construction du virus recombinant VVTG6002 exprimant I'antige ne 



E7* de localisation transmenibranaire et I'immunostimulateur B7 



Le gene B7. 1 humain est isole a partir d'une lignee cellulaire humaine Daudi p 
PGR reverse (RT-PCR) a I'aide des amorces oTG6353 et oTG6352 (SEQ ED NO: 22 
23) et insere entre les sites et £coRI de M13TG6131. On obtient M13TG9149 
on isole le fragment BgHI-EcoKL lequel est sous clone entre les memes sites 
M13TG5107, en 3' du promoteur p7.5 (M13TG5107 porte les sequences promotrices p 



cassette p7.5-B7.1 est isolee de 
par digestion EcoRJ/Psil et introdu 



donees dans le site BamHl du M13TG130). La^ 
construction ainsi obtenue denommee M13TG9152 

dans le site£coRI de pTG5095 a Taide de roTG1086 (5'AATTTGCA3'). La construed 
resultante est denommee pTG6002 et les virus recombinants WTG6002 sont produits i ar 
recombinaison homologue avec le genome de la vaccine. 
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EXEMPLE 6 



Efficacite in vivo des virus VVTG509S et VVTG6032 



fimmunoprophvlaxieY 



ec 



Des souris C57BL6 ont ete vaccinees a trois reprises par voie sous-cutanee av 
10^ pfii de VVTG5095 ou WTG6002. Trois jours apres la demiere immunisation, 
animaux sont eprouves avec 10*^ cellules E7W1 implantees en sous-cutane. A titre indicatif, 
les cellules E7W1 proviennent d'une lignee de lymphome murin transfectee par un vect^ur 
exprimant le gene E7 oncogene de HPV-16. Le pourcentage de survie des animaux 

• ■ 7 

fonction du temps est compare a celui obtenu avec des souris temoins traitees avec 10 
d'un virus de la vaccine nori recombinant VVTG186 (derive du vecteur TGI 86 decrit 
dessus). Le suivi de la mortalite montre une difference entre les trois groupes. Alors 
dans le groupe temoin 100 % des animaux sont morts a J36, on observe la survie d'l 
un quart des animaux vaccines par VVTG5095. La protection est sensiblement amelioi 
avec la construction WTG6002 qui inclut les sequences codant pour I'antigene B7.1 
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LISTE DE SEQUENCES 



{1 



(2 



) INFORMATION GENE RALE : 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: Transgene SA 

(B) RUE: 11 rue de Molsheim 

(C) VILLE: Strasbourg 

(E) PAYS: France 

(F) CODE POSTAL: 67082 

(G) TELEPHONE: (33) 03 88 27 91 00 

(H) TELECOPIE: (33) 03 88 27 91 11 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: composition antitumorale a base de 

polypeptide immunogene de localisation cellulaire 
modif iee . 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 23 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 243 a cides amines 

(B) TYPE: acide amin6 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: Iproteine 

I 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON j 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Human papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: proteine E6 fusionnee signaux de la 

proteine F 

II 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: ' 
(B) CLONE: E6*TMF 



(xi) DESCRIPTION DE LA, SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

It 

Met Giy Leu Lys Val Asn Val Ser Ala lie Phe Met Ala Val Leu Leu 
1 5 ; 10 15 

Thr Leu Gin Thr Pro Thr Gly Gin lie His Trp Gly Met His Gin Lys 
20 j 25 30 

Arg Thr Ala Met Phe Gin Asp Pro Gin Glu Arg Pro Arg Lys Leu Pro 
35 I 40 45 
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Gin Leu Cys Thr Glu Leu Gin Thr Thr lie His Asp He lie Leu Giu 
50 55 60 

Cys Val Tyr Cys Lys Gin Gin Leu Leu Arg Arg Glu Val Tyr Asp Phe 
65 70 75 80 

Ala Phe Arg Asp Leu Cys He Val Tyr Arg Asp Gly Asn Pro Tyr Ala 
85 90 95 

Val Cys Asp Lys Cys Leu Lys Phe Tyr Ser Lys He Ser Glu Tyr Arg 
100 105 HO 

His Tyr Cys Tyr Ser Leu Tyr Gly Thr Thr Leu Glu Gin Gin Tyr Asn 
115 120 125 

Lys Pro Leu Cys Asp Leu Leu He Arg Cys He Asn Cys Gin Lys Pro 
130 135 140 

Leu Gin Arg His Leu Asp Lys Lys Gin Arg Phe His Asn He Arg Gly 
145 150 155 160 

Arg Trp Thr Gly Arg Cys Met Ser Cys Cys Arg Ser Ser Arg Thr Arg 
165 170 175 

Arg Glu Thr Gin Leu Gly Leu Ser Ser Thr Ser He Val Tyr He Leu 
180 185 190 

He Ala Val Cys Leu Gly Gly Leu He Gly He Pro Ala Leu He Cys 
195 20O 205 

Cys Cys Arg Gly Arg Cys Asn Lys Lys Gly Glu Gin Val Gly Met Ser 
210 215 220 

Arg Pro Gly Leu Lys Pro Asp Leu Thr Gly Thr Ser Lys Ser Tyr Val 
225 230 235 240 

Arg Ser Leu 



INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 185 acides amines 

(B) TYPE: acide amin^ 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: prot6ine 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: human Papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: E7 fusionne signaux de la 

glycoproteine rabique 

(vii) SOURCE IMMEDIATE: 
(B) CLONE: E7*TMR 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Val Pro Gin Ala Leu Leu Phe Val Pro Leu Leu Val Phe Pro Leu 
15 10 15 

Cys Phe Gly Lys Phe Pro He Gly Ser Met His Gly Asp Thr Pro Thr 
20 25 30 

Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gin Pro Glu Thr Thr Gin Leu Asn 
35 40 45 

Asp Ser Ser Glu Glu Glu Asp Glu He Asp Gly Pro Ala Gly Gin Ala 
50 55 60 

Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn He Val Thr Phe Cys Cys Lys Cys 
65 70 75 SO 

Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gin Ser Thr His Val Asp He Arg 
85 90 95 

Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly He Val Cys Pro He 
100 105 110 

Cys Ser Gin Lys Pro Arg Ser Tyr Val Leu Leu Ser Ala Gly Ala Leu 
115 120 125 

Thr Ala Leu Met Leu He He Phe Leu Met Thr Cys Cys Arg Arg Val 
130 135 140 

Asn Arg Ser Glu Pro Thr Gin His Asn Leu Arg Gly Thr Gly Arg Glu 

145 ' 150 " ~ 155 " " 160 

Val Ser Val Thr Pro Gin Ser Gly Lys He He Ser Ser. Trp Glu Ser 
165 170 175 

His Lys Ser Gly Gly Glu Thr Arg Leu 
180 185 

INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 



(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Human Papillomavirus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTGSllS 

(E7 delete 21 26) 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
TCTGAGCTGT CATTTAATTG AGTTGTCTCT GGTTGC 36 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES- DE LA SEQUENCE: i 

(A) LONGUEUR: 42 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique ' 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire t 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) i 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON ' 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: I 
(A) ORGANISME: Rabies virus 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de mutagenese 
OTG57 45 !; 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
TGCACTCAGT AATACATAGG ATCCAATAGG GAATTTCCCA AA 42 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: . ; 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: j 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 1 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple i 

(D) CONFIGURATION: lin^aire ! 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI I 

(vi) ORIGINE: i 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG6390 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GTATCTCCAT GCATGGATCC TGCAGGGTTT CTCTACGT 38 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: I . 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese 0TG688O 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GGATCCGCCA TGGTAGATCT TGGTTTCTGA GAACAG 36 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQuES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN {g6nomique ). 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME:, Rabies virus 

(B) SOUCHE: HPV-16 

(C) _ INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese ,oTG5377. 
" ~ (E6 delete 111 a' 115) " 

(xi) DESCRIPTION DE 'lA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
TGTCCAGATG TCTTTGCAGT GGCTTTTGAC AG 32 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: '34 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON , 

I 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10829 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GCGCGCTCTA GAATTATGGG TCTCAAGGTG AACG 34 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuci6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthase OTG10830 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CAGTTCTCTT TTGGTGCATG CCCCAATGGA TTTGA 35 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl^ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10835 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
ATGCTAGTGC TCGATAAACC CAGCTGGGTT TCTCTACG 38 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl^ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 



i 
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(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10836 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 
TCAAATCCAT TGGGGCATGC ACCAAAAGAG AACTG 35 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 12: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 38 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG10833 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 12: 
CGTAGAGAAA CCCAGCTGGG TTTATCGAGC ACTAGCAT 38 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 13: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 36 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG10834 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 13: 
GCGGGCATGC GGTACCTCAG AGCGACCTTA CATAGG 36 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 14: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl^ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 
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(ii) TYPE DE NOLECULE: ADN (g^noiaique) j ^ 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON i 
(iii) ANTI-SENS: NON 1 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGJ\NISME: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7637 

(PGR zone III) ! 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NQ : 14: 
GGGGGGGAAT TCAGTAAACT TGACTAAATC TT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 15: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRIMS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGAN IS ME : Vaccinia virus > 

(B) SOUCHE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleoti^de de synthese oTG7638 

(PGR zone III) 'I 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 15: 
GGGGGGGGAT CCGAGCTCAC CAGCCACCGA AAGAGCAAT 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 16: 

i 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 32 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl^ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 
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(vi) ORIGINE:. 

(A) ORGANISME : Vaccinia virus 
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(B) SOUCHE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG7635 

(PGR zone III) 

t ; 

'(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 16: 
GGGGGGGGAT CCGGAAAGTT TTATAGGTAG TT 32 
(2) INFORMATION POUR LA* SEQ ID NO: 17: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR:, 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl^ique 

(C) N0^4BRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
1 i 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: OUI. 

(vi) ORIGINS: j 

(A) ORGANISME,: Vaccinia virus 

(B) SOUCHE: Ankara modifie 

(C) INDIVIDUEii ISOLE: oligonucleotide de synthese OTG7636 

(PGR zone III) 

I 
I 

(xi) DESCRIPTION DEj LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 17_: 

GGGGGGGAAT TCTTTGTATT TACGTGAACG 30 

I; 

(2) INFORMATION POUR La| SEQ ID NO: 18: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR:; 77 paires de bases 

(B) TYPE: acicle nucl6ique 

(C) NOMBRE De|; BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

■) 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10502 



(xi) DESCRIPTION DE; LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 18: 

i, 

AGCTTTTTAT TCTATACTTA AAAAATGAAA ATAAACTCGA GTTGTCAAAG CATCATCTCA 60 

ACACTGACTT GAGGTAC ! 77 

r 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 19: 
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(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 69 palres de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple j| 

(D) CONFIGURATION: lin^aire | i 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON ; 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

I 

(vi) ORIGINE: ' ! 

(B) SOUCHE: oligonucleotide de synthese oTG10503 ' 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 19: 

CTCAAGTCAG TGTTGAGATG ATGCTTTGAC AACTCGAGTT TATTTTCATT TTTTAAGTAT ; 60 

i 

AGAATAAAA ^ ! 69 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 20: 

(i) CTyiACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: ' 

(A) LONGUEUR: 39 paires de bases , = 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple ; 

(D) CONFIGURATION: lin^aire ! 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) !j j 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON ' 

(iii) ANTI-SENS: OUI ; 

(vi) ORIGINE: ' I 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG5925 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 20: 

j 

TCAGATCTGT CGAGGGATCT GCAGCTTCTT CTAGAGGTA ' 39 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 21: 

i 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 44 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) N0^4BRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire ; 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 

(iii) HYPOTHETIQUE: NON 

(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: oligonucleotide de synthese oTG5924 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 21: 
AGTGAATTGC TGCAGGTACC CGGATCCGCA TCGACTATCG ACAT 44 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 22: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 35 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTKETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(B) SOUCHE: lignee cellulaire Daudi 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: amorce PGR OTG6353 (clonage 87. 1) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 22: 
TCAGCCCCTG AATTCTGCGG ACACTGTTAT ACAGG 35 
(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 23: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 33 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl^ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin^aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: OUI 

(vi) ORIGINE: 

(A) ORGANISME: Homo sapiens 

(B) SOUCHE: lignee cellulaire Daudi 

(C) INDIVIDUEL ISOLE: amorce PCR OTG6352 (clonage 87 . 1) 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 23: 



TTGACCCTAA AGATCTGAAG CCATGGGCCA CAC 
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Revendications 

i 

1 . Composition antitumorale comprenant a titre d'agent therapeutique ou prophylactic ue 
un ou plusieurs polypeptide(s) immunogene(s), caracterisee en ce que Tun au mo ns 
desdits polypeptides est modifie de maniere a presenter une localisation difFerente de 
sa localisation native. j| 

I 

2. Composition selon la revendication 1, caracterisee en ce que la modification |du 

ii 

polypeptide est obtenue par I'introduction de signaux de localisation appropries eflou 
la deletion ou Tinactivation des signaux de localisation natifs. 



3. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 ou 2, dans laquelle le 
polypeptide immunogene ayant naturellement une localisation non membranaire, 
notament nucleaire, est modifie de maniere a presenter une localisation membranaire 

ll 

4. Composition antitumorale selon la revendication 3, dans laquelle le polypeptide 
immunogene est modifie par insertion d'une sequence d'ancrage membranaire et, le (as 
echeant, d'une sequence de secretion. • 



5. Composition selon Tune des revendications 1 a 4, caracterisee en ce que le polypept 
est delete de sa sequence de localisation nucleaire. 



6. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 et 4, dans laquelle 
sequence de secretion et/ou d'ancrage membranaire est selectionnee parmi le groi pe 
constitue par celle de la glycoproteine rabique. de la glycoproteine env du virus HIV 
et de la proteine F du virus de la rougeole. 

7. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 6, dans laquelle le 
polypeptide immunogene est originaire d'une region precoce et/ou tardive dun 
papillomavirus et, notamment d'un papillomavirus humain (HPV) de type 16, 1 8, p 1, 
33 ou 45. 



de 



la 
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8. Composition antitumorale selon la revendication 7, dans laquelle le polypeptide 
immunogene derive d'un polypeptide de la region precoce d*un papillomaviais et, 
notamment de E6 ou E7. 

9. Composition antitumorale selon la revendication 7, dans laquelle le polypeptide 
immunogene derive d'un variant non oncogene dudit polypeptide E6 ou E7 d'un 
papillomavirus. j 

t' 

10. Composition antitumorale selon Tune des revendications 7 a 9, dans laquelle le 

polypeptide immunogene derive du polypeptide LI ou L2 d'un papillomavirus. 

I' 

i: 

11. Composition antitumorale selon I'une des revendications 7 a 10. comprenant au moins 
un polypeptide immunogene derivant d'un polypeptide precoce et au moins un 

polypeptide immunogene derivant d'un polypeptide tardif d'un papillomavirus. 

i 

12. Composition antitumorale selon I'une des revendications 7 a 1 1, comprenant : 

(1) un polyiieptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 
a tout op partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1 , 

(2) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 
a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(3) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 
a tout oil partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1 et un polypeptide 
immunogene ayant une sequence homologue ou identique a tout ou partie 
de cellejmontree dans la SEQ ID NO: 2, 

(4) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 
a tout o|u partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou un 
polypepjtide immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique 
a tout du partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, ou 



■V 



34 



(6) un polypeptide irmnunogene ayant urie sequence homologue ou identique 

a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptid 
immunogene ayant une sequence homologue ou identique a tout ou parti 
5 de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, un polypeptide immunogens 

derivant de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou un polypeptid 
immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus. ! 

13. Composition antitumorale selon Tune des revendications I a 12, comprenant en outrje 
10 au moins un compose ameliorant i'efFet antitumoral de ladite composition 

i I 

ll ' 

14. Composition antitumorale selon la revendication 13, dans laquelle ledit compose e^t 

un immunostimulateur. \ 

I 

15 15. Composition antitumorale selon la revendication 14, dans laquelle ledit composje 
immunostimulateur est selectionne parmi le grpupe constitue par Tinterleukine-! 
rinterleukine-7, rinterleukine-12 et les molecules de co-adhesion B7.1 et 'B7.2. 

16. Composition antitumorale qui comprend a titre d'agent therapeutique o 
20 prophylactique au moins un vecteur recombinant comprenant les sequences codart 

pour un ou plusieurs polypeptide(s) immunogene(s), I'un au moins desdits polypeptides 
etant modifie de maniere a presenter une localisation differente de sa localisation native 
et, eventuellement, pour un compose ameliorant I'effet antitumoral de ladit 
composition. ' 

25 

17. Composition antitumorale selon la revendication 16, dans laquelle lesdits polypeptides 
immunogenes et ameliorant I'efFet antitumoral ont les caracteristiques telles que 
definies a Tune quelconque des revendications 1 a 1 5. 

30 18. Composition antitumorale selon la revendication 16 ou 17, dans laquelle le vectei r 
recombinant derive d'un poxvirus et notamment d'un virus de la vaccine, d'un canaripcx 
et d'un fowlpox. 
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19. Composition antitumorale selon la revendication 18, dans laquelle le vecteur 
recombinant derive d'un vims de la vaccine selectionne parmi les souches Copenhague, 
Wyeth et Ankara modifiee (MVA), 

1 

20. Composition antitumorale selon la revendication 19, dans laquelle le vecteur 
recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche Copenhague et les sequences 
codant pour le ou lesdits polypeptides sont inserees au niveau du locus TK et/ou KIL 
dudit virus de la vaccine. 

21. Composition antitumorale selon la revendication 19, dans laquelle le vecteur 
recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche MVA et les sequences codant 
pour le ou lesdits polypeptides sont inserees au niveau de Tune au moins des zones 
d'excision I a VI dudit virus de la vaccine et, notamment II et/ou III. 

22. Composition antitumorale selon Tune des revendications 18 a 21, dans laquelle les 
sequences codant pour le ou lesdits polypeptides sont placees sous le controle d'un 

' promoteur d'un gene d'un virus de la vaccine et, notamment d'un promoteur selectionne 
parmi les promoteurs des genes thymidine kinase (TK), 7,5K, HSR et KIL. 

23. Composition antitumorale selon Tune des revendications 16 a 22, destinee au traitement 
ou la prevention d'une infection ou tumeur a papillomavirus, comprenant au moins un 
vecteur recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche Copenhague ou MVA 
dans lequel sont inserees : 

(1 ) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1, 

(2) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 2, 

(3) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1 et pour un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue 
ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ED NO: 2, 
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15 



(4) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequen : 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1, pour un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
papillomavims et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequen :e 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 2, pour un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un 
papillomavirus et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomaviais, ou 

(6) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequeni ;e 
homologue ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1, pour un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue 
ou identique a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, pour 
un polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavims 
et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'l n 
papillomavirus. 



20 24. Composition antitumorale selon la revendication 23, comprenant en outre l;s 
sequences codant pour un compose immunostimulateur, de preference, choisi parni 
LU-2 ou B7.1. 

25, Composition antitumorale selon Tune des revendications 16 a 24, dans laquelle 
25 vecteur recombinant est vivant ou tue. 

26. Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 a 25, comportant un support 
acceptable d'un point de vue pharmaceutique permettant son administration pir 
injection a Thomme ou a I'animaL 
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27. Utilisation d'une composition antitumorale selon I'une des revendications 1 a 26, po jr 
la preparation d'un medicament destine au traitement ou a la prevention d'un cancer ou 
d'une tumeur. 
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28. Utilisation selon la revendication 27, pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement ou a la prevention d'un cancer du col de I'uterus, d'une dysplasie du col de 
bas grade et d'une infection a papillomavirus. 




32 



Rcvciidicalioiis 



DfflcCi merits 
Non examines 

n.N.p.i. ; 



re<; js 



Composition aniitumoralc coinprcnant a litre d'agcnt tlicrapculiqiic 
prophylacliciuc un on plusicurs polypcptidc(s) iniinunogcnc(s). carailcriscc cii 
que I'lin ail moins dcsdits polypeptides est originaire d'une region prccoce et 
tardive d'lin papilloniavims et, iiotamnieni d'un papillomaviais luinuiin (HPV) 
type 16, 18. 31. 33 ou 45. el est modilic de maniere a presenter une localisj 
difTerenie de sa localisation native. ' i 



oil 
cc 
'on 
dc 
iition 



Composition selon la revendication I. caracterisee en ce que la modification 
polypeptide est obtenue par rintroduction de signaiix de localisatioin appropri 
ei/ou la deletion ou Tinactivation des signaux de localisation natifs. I 



Composition antitumorale selon Tune des re'vendications I ou 2. dans laqiicllc 
polypeptide immiinogcne ayant natiircllcment iinc localisation non membrana 
notamment niicleaire, est modific de mahicrc a presenter unc| localisati 
mcmbranairc. I i 



Composition antitumorale scion la revendication 3, dans laquellc le 
immunogene est modifie par insertion d'une '|scquence d'ancrage membranairc 
le cas echeant, d'une sequence de secretion. ■ ! 



polypeptide 



Composition selon I'une des revendications 1 a 4, caracterisee eii ce que 
polypeptide est delete de sa sequence de localisation nucleaire. ' 

Composition antitumorale selon Tune des revendications 1 et 4. dans laquellc 
sequence de secretion et/ou d'ancrage membranaire est selectionnee parmi 
groupe constitue par celle de la glycoprotein^ rabique, de la glycoproteinc cnv 
virus HIV et de la proteine F du virus de la rdugeole. 



du 



es 



le 
c, 
an 



le 



la 
Ic 
Idu 



D cuments re<?us 
Non examines p*r 



Coniposilion amituniorale scion Tune des revcndicalions I a 6. dans laqiicllc Ic 
polypeptide ininuinogcne derive d'un polypeptide de la region precoce d'un 
papillomavirus ct. nolamtnciil de C6 on 1-7. 

Composition anlitumorale selon la revendication 7. dans laquelle le polypeptide 
imnuinoBcnc derive d'un variatn non oncogene dudit polypeptide IZ6 ou G7 d'lin 
papillomavirus. 



Composition antitumorale selon Tune des revendications I a 6, dans laquelle le 
polypeptide immunogcne derive du polypeptide LI ou L2 d'un papillomavirus. 

Composition antitumorale selon I'une des revendications I a 9. comprenant au 
moins un polypeptide immunogene derivant d'un polypeptide precoce et au moins 
un polypeptide immunogene derivant d'un polypeptide tardifd'un papillomavirus. 

Composition antitumorale scion I'une des revendications I a 10. coniprenanl : 

( 1 ) un polypeptide immunogene ayant unc sequence homologue ou idenlique a 
tout ou partie de celle montrce dans la SEQ ID NO: I , 

(2) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique a 
tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(3) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou Identique a 
tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 1 et un polypeptide 
immunogene ayant une sequence homologue ou identique a tout ou partie de 
celle montree dans la SEQ ID NO: 2, 

(4) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique a 
tout ou partie de celle • montree dans la SEQ ID NO: 1, un polypeptide 
immunogene derivam de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, 

(5) un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou identique a 
tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2. un polypeptide 
immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavirus et/ou un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d'un papillomavirus, ou 
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Documents 
^on examines rxir 



(6) un polypeptide immunogene ayanl imc sequence homologuc ou idcniiqi 
lout ou partie de cellc monlrcc dan^ la SEQ ID NO: K un polypcp 
iinnuinogenc ayanl unc sequence honuMogue ou idcntique a lout ou part 
celle montrec dans la SGQ ID NO: 2, ,|un polypeptide inununogene deriv 
de la proteine IJ d'un papillomaviiiLs et/ou un |x>lypcplide ini 
derivatit de la proteine L2 d'un papillomavirus. 



ic 



nuinogine 



Composilion anlitumorale scion Tune des rcvendications 1 a II, coniprcnaiu 
outre au moins un compose ameliorant I'elTell aniitumoral de ladiie composilion 



Composilion anlitumorale scion la revcndication 12, dans laquellc ledit 
est un imnumostimulaleur. 5 



compose 



'1 

Composition anlitumorale selon la revcndication 13, dans laquellc ledit compc^sc 
inimunostimulateur est scleclionne parmi le ijroupc constitue par rinterleukine 
rinterlcukinc.7, rinlcrlcukinc-12 el Ics molecules dc co-adhesion B7.I cl B7.2. 

Composition anlitumorale qui comprcndja litre d'agent ihcrapcutiquc o\\ 
prophylactique au moins un vecicur recombinant comprcnani les sequences 
codant pour un ou plusicurs polypeplide(s) immunogenc(s), Tun au moins desqils 
polypeptides etant originaire d'une region precoce et/ou tardive 
papillomavirus et, notamment d'un papillomavirus humain (HPV) de type 16, 
3 1, 33 ou 45, et etanl modifie de maniere a presenter une localisation differente 
sa localisation native et, eventuellement, pour un compose ameliorant V 
antilumoral de ladite composition. ; 



Composition anlitumorale selon la revcndication 15, dans laquclle Icsdits 
polypeptides immunogenes et ameliorant relTct antilumoral ont les 
caracteristiques telles que deFmies a Tune quelconque des rcvendications 1 a 14 



e a 
idc 
dc 
ml 



en 



dlun 

de 
'eftfel 



Dacum nts req:us 
Non examines p^r 



Coniposilion antiliimoralc scion la revendicalion 15 ou 16, dans laqucllc Ic 
vcclcur recombinant derive d*un poxvirus cl notaninicnl d'un virus dc !a vaccine, 
d'un canaripox el d'un Ibwlpox. 

Coniposilion antitumorale selon la revendicalion 17, dans laquelle le veeleur 
recombinant derive d'un virus de la vaccine selectionne parini les souclies 

Copenhaguc\ Wyetli el Ankara modilice (MVA). 

t 

! 

Composition antitumorale scion la revendicalion 18, dans laquelle le veeleur 
recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souchc Copenlmi-ue el les 
sequences codant pour le ou Icsdits polypeptides sont inserees au niveau du locus 
TK et/ou KIL dudit virus de la vaccine. 

Composition antitumorale selon la revendicalion 19, dans laquelle le veeleur 
recombinant derive d'un virus de la vaccine de la souche MVA ct les sequences 
codant pour le ou lesdils polypeptides sont inserees au niveau dc Tunc au moins 
dps zones d'excision 1 a VI dudit virus dc la vaccine el, notanimeni II ci/ouHl: 

Composition antitumorale selon Tune des revcndications 17 a 20, dans laquelle les 
sequences codant pour le ou lesdils polypeptides sont placees sous le conirolc d'un 
promoteur d'un gene d'un virus de la vaccine el, notamment d'un promoleur 
selectionne parmi les promoteurs des genes thymidine kinase (TK), 7,5K, HSR el 
KIL. 

Composition antitumorale selon Tune des revcndications 15 a 21, destince au 
traitemenl ou la prevention d'une infection ou tumeur a papillomaviais, 
comprenant au moins un vecteur recombinant derive d'un virus de la vaccine de la 
souche Copenhague ou MVA dans lequel sont inserees : 

(1) les sequences codant pour un polypeptide immunogene ayant une sequence 
homologue ou identique a tout bu partie de celle montree dans la SEQ ID 
N0:1, 



D cuments re^iis! 

Vi I examines par 

ri.N.P.I. 



iicc 



(2) les sequences codant pour un polypeptide immunoycne ayanl unc sequ 

homologue ou idenliquc a tout ou parlie de celle niontrec dans la SEcl ID 
NO: 2. 

0) les sequences codant pour un polypeptide inimunogene ayanl unc sequence 
honiolosue oil identiquc a tout ou partie dc celle niontrec dans la SV.Q I!) 
NO: I ct pour un polypeptide i.ninunogenc ayant unc scc|ueiice honiologue 
ou identiquc a tout ou partie dc celle niontrce dans la SEQ ID NO: 2. 

(4) les sequences codant pour un polypeptide immunoyene ayant une sequence 
homologue ou identiquc a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: I, pour un polypeptide immunogenc derivant de la proteine LI c'un 
papillomavirus et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la 
proteine L2 d'un papillomavims, 

(5) les sequences codant pour un polypeptide immunogenc ayant unc scque ice 
homologue ou identiquc a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 2, pour un polypeptide immunogenc derivant dc la proteine LI dun 
papillomavirus ct/ou pour un polypeptide immunogenc derivant dc 
proteine L2 d'un papillomavims, ou 

(6) Ics sequences codant pour un polypeptide immunogenc ayant unc sequence 
homologue ou identiquc a tout ou partie de celle montree dans la SEQ ID 
NO: 1, pour un polypeptide immunogene ayant une sequence homologue ou 
identiquc a tout ou parlie de celle montree dans la SEQ ID NO: 2, pour un 
polypeptide immunogene derivant de la proteine LI d'un papillomavims 
et/ou pour un polypeptide immunogene derivant de la proteine L2 d 
papillomavirus. 



cs 



Composition antitumorale selon la revendication 22, comprenanl en outre 
sequences codant pour un compose immunostimulateur, dc preference, chjisi 
parmi L'IL-2 ou B7.I. 



un 



Composition antitumorale selon I'une dcs revendications 15 a 23, dans laquelU Ic 
vecteur recombinant est vivant ou tue. 
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D cumehtS' recpus 
Non examines p#r 

ri.N>.u 



Composition aiitituniorale scion rune des rcvcndicalions I -a 24, comporlant un 
support acceptable d'un point de vue piiannaccutique pcrmeltant son 
administration par injection a riiomme ou a raninial. 



Utilisation d'une composition antilumoralc scion Tunc des rcvcndicalions I a 25, 
pour la preparation d'un medicament destine au (raitement ou a la prevention d'un 
cancer ou d'une lunieiir. 



Utilisation selon la revendication 26, pour la preparation d'un medicament destine 
au traitement ou a la prevention d'un cancer du col de I'uterus, d'une dysplasie du 
col de bas grade et d'une infection a papillomavirus. 
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